
















































Has2+Neo 乳がん発症モデルマウスは，MMTV（mouse mammary tumor virus）プロモーター制御下




マイシン（和光純薬工業）を含むDMEM（Dulbecco’s Modified Eagle Medium）-High Glucose（ナ
カライテスク）から成る通常培地で 37℃，5% CO2 条件下で培養した。
Has2+Neo 乳がん細胞にエストロゲン受容体とCre 組換え酵素の融合タンパク質のCreERT2 を発現
するレトロウイルスを導入してCre#2 細胞を作製した。Cre#2 細胞をエストロゲン誘導体の 4- ヒド
ロキシタモキシフェン（4-OHT）で処理し，ヒアルロン酸を過剰に産生する細胞 Cre#2（4-OHT）
を作製した。Has2+Neo 乳がん細胞では，ネオマイシン耐性遺伝子のカセットが挿入されているため，
下流にある Has2 遺伝子は発現しない。しかし，4-OHT で処理した Cre#2（4-OHT）細胞では，





乳がん細胞を 6穴培養皿の各ウェルに 1× 105 細胞の細胞数で播種し，24 時間培養した。培養後，
培養液を1500rpm，室温で5分間遠心し，上清をCMとして回収した。CMは使用まで4℃で保存した。
回収したCMのうち一部を 95℃で 5分間加熱し，使用まで 4℃で保存した。
2-3．過酸化水素処理
乳がん細胞を 6穴培養皿の各ウェルに 1× 105，2 × 105，4 × 105 細胞の細胞数で播種し，24 時




液として回収した。回収した細胞と PBS 洗浄液中に回収された死細胞をまとめて 1.5ml マイクロ
チューブに回収した後，1200rpm，室温で 5 分間遠心し，上清を除去した。細胞を 1 × binding 
buffer（MBL Life Science）で懸濁し，ヨウ化プロピジウムを終濃度 100μg/ml で添加後，暗所で
15 分間，室温にて反応した。細胞固定後，細胞懸濁液中のアポトーシス細胞の割合は，FACS 
Calibur（BD Biosciences）を用いて測定し，Cell Quest（BD Biosciences）により解析した。
2-5．統計解析






























ヒアルロン酸過剰産生 Cre#2（4-OHT）細胞と対照 Cre#2 細胞を 6穴培養皿の
各ウェルに 1× 105，2 × 105，4 × 105 細胞の細胞数で播種し，過酸化水素で処
理後，アポトーシス細胞の割合をフローサイトメトリー解析により測定した。ア
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Molecular mechanisms of oxidative stress resistance 





Cancer stem cells（CSCs）exhibit resistance to many stressors such as oxidative stress. We have 
previously demonstrated that hyaluronan （HA） overproduction promotes acquisition of CSC 
signatures. Here, we investigated the effects of HA overproduction on the oxidative stress resistance 
of cancer cells.
To elucidate the relationship between HA production and oxidative stress resistance, the ratios of 
apoptotic cells following exposure to hydrogen peroxide were measured by flow cytometry analysis. 
Apoptotic rate in HA overproducing breast cancer cells was lower than that of control cancer cells, 
suggesting higher oxidative stress resistance. The oxidative stress resistance was inversely 
correlated with cell density, which allowed us to investigate whether factors produced by cancer cells 
play a role in induction of oxidative stress resistance. To this end, the oxidative stress resistance was 
compared between cancer cells cultured in conditioned medium （CM） and normal medium. The ratio 
of apoptotic cells was less in cancer cells growing in CM. However, no significant difference in the 
action of CM against oxidative stress was found between HA overproducing and control cells. On the 
contrary, when HA overproducing and control cells were cultured in CM, the former exhibited higher 
oxidative stress resistance than the latter.
Taken together, these results suggest that HA overproduction enhances oxidative stress resistance 
of cancer cells. Moreover, factors secreted from cancer cells and their recognition may play an 
important role in oxidative stress resistance.
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